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論 文 内 容 要 旨
序論
クワは蚕の給餌用植物 として、19世紀後半から日本各地で栽培 されてきたが、
近年は、蚕糸業の衰退 とともにその栽培面積 も減少 してきている。しか し、クワに
代 わる人工飼料が実用化 されているにも関わ らず、養蚕の面 から見れば、蚕の給餌
用植物 としてのクワの重要性 は今 日でも変わっていない。
クワ炭疽病 は、葉に赤褐色～褐色 あるいは灰 白色の病斑 を引き起 こす葉枯性の病
害 として古 くから知 られていた。本病 は毎年普遍的に発生するにもかかわ らず甚大
を被害 を及ぼすことは稀 なため、さほど重要視 されていなかった。しか し、近年開
発 されたクワ栽培技術 、すなわち、密植栽培 ・機械収穫および多回育養蚕用のロー
リング収穫法等の普及により、本病の発生が目立つようになった。激 しい場合には
株全体の葉が発病 賦 ほとんど収穫 できなくなる例 も見 られている。また近年、養
蚕農家の高齢化および後継 者不足等による桑園管理の不徹底が目に付 くごとから、
本病の発生は今後 さらに増加することが予想 される。しか しなが ら、本病の生理 ・
生態および防除法等に関する報告 は、若干の記載があるだけで不明な点が多 く、効
果的な本病の防除法の確立に結びつ くような詳細 な研究は行われていない。
本研究では、クワ炭疽病について、その病原菌 を分類 ・同定 し、菌の病原性、憾
受性のクワ品種間差異、発生隼態 を調査することによって、本病の主たる病原菌が .
Oo〃θfofr'o加mdθma"umであることを明 らかにすると共に、本菌の毒素生産 を含
めた感染機構および拮抗微生物 を用いた生物的防除法について検討 を行った。
第1章 クワ炭疽病菌の分離 ・同定および病原性
ク ワ炭 疽 病 菌 の種 名 を明 らか にす る た め に 、各 県 の罹 病 ク ワ葉 か ら
Oo〃efofr'o加m属菌 を分離 し、ArxおよびSuttonらによる炭疽病菌の新分類体系
に基づいて同定するとともに、分離 した炭疽病菌の病原性について検討 した。
全国から採取 した罹病 クワ葉病斑部より、常法に基づいてOo〃θfof〃σ力um属菌
を分 離 し、 σdema柵m、 αaoσfa佃mお よ びG'omθrθ〃ao1ηgα'afa((λ
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g/oθosρo〃o'dθs)の3種を同 定 した。これ ら3種 は ク ワ葉 に対 し病 原性 を示 し(Flg、
1)、特 に0.dθma加mは 強 い病 原 性 を持 っ て い た。 ま た 、これ ま で本 病 菌 と して
記 載 され て い た σmor〃b〃αmは 、分 生 子 の形 態 か ら、σdema椥mの 異 名 とす る
こ と を提 案 した 。 分 離 し た3種 の 炭 疽 病 菌 σdeπ1af'ロm、αacufafum、G.
o'ηgα1afaは、 ク ワ以 外 の さ ま ざ ま な植 物 葉 に対 して病 原 性 を示 し(Table1)、幅
広 い宿 主 範 囲 を持 っ て い た 。 さ らに 、 こ れ ら3種 の 炭 疽 病 菌 の 中 で 、分 離 頻 度 お
よ び病 原性 か ら αde舶 伽 僧 が本病 の 主 た る病 原 菌 で あ る こ と を明 らか に した。
第2章 σdθma伽mに 対するクワ品種間の感受性の差異
本病の主 たる病原菌である σdema掬mに 対するクワの抵抗性品種および感受
性品種 を明 らかにするために、260品種の各葉に本菌の接種 を行った。
σdθma枷僧 に属する3菌 株に対 して感受性 を示 した品種 は、 「長沙」、 「彦'
次郎」、 「落井」等であった。一方、抵抗性 を示 した品種 は、 「群馬赤木」および
「大和早生」等であることを明 らかに した。クワ品種 の倍数性別 では、2倍性品種
の方 が3倍 性品種 よりも罹病 しやすいこと(Fig.2)、クワの系統別では、カラヤ
マグワ系が比較的高い感受性 を示 した。これ らの結果 は本病 に対する抵抗性品種育
成に多大な貢献をもたらすものと期待 される。
第3章 αdθma勧mに よるクワ炭疽病の発生生態
0.dθma翻mによる炭疽病の発生消長および越冬形態について検討 した。本病
に関東地方で6月 下旬～7月 上旬の梅雨期に地際部の葉で初発 し、その後秋期にな
るにつれ、桑樹の中間および上部の着生葉に病斑は垂直的に拡大 ・蔓延 した。また、
本菌による葉位別の感受性 は、上位に着生する若葉ほど強い感受性 を示 した。しか
しながら、圃場での発病 は枝条ごとに異なり、葉位 と発病 との間に一定の傾向は見
られなかった(Fig.3)。野外における発病 は、葉位による感受性の差 よりも、'む
しろ土壌表面 からの距離によって支配されていることを明 らかに した。
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本菌の冬期間の生存形態について検討した。桑園土壌における本菌分生子の生存
は最長で約3ヶ 月と短期間であったのに対 し、罹病葉中では最低5ヵ 月間生存 し
た(Table2)。このことカ・ら、本菌 は感染葉等の罹病残査で主に越冬 し、第一次
伝染源 となることを明 らかに した。
第4章(λdθma〃umの 分生子の発芽 ・形成誘導因子
σdθma椥mの 重要 な伝搬源である分生子について、クワ葉上 での発芽および
形成形態 を調べるとともに、発芽および形成に大 きな影響 を与 える要因 を探索 した。
分生子の発芽 は、スライ ドグラス上では低率であったがクワ葉上では極めて高率
であった(Fig,4)。クワ葉面の水溶性成分、揮発性成分および クワ葉煎汁液 は、
分生子の発芽 を誘導 した(Fig.5)。
また、分生子はPSA等 の培地上ではほとんど形成 されないのに対 し、クワ葉上
およびクワ葉煎汁液を含 む培地上では多量に形成 したことか ら、クワ葉中に分生子
形成誘導因子の存在が考えられた。クワ葉中に含まれる16種 のア ミノ酸および10
種 のビタミンについて、分生子形成誘導能 を調べた結果、biotinにのみ誘導活性が
認め られた。活性 を誘導するbiotinの最低濃度 は0.01ppmであり、また、biotin
は乾燥クワ葉中1kg当 り、約0.6mg含まれていたことから、biotinが本菌の分生
子形成因子の1つ であると結論づ けた。
第5章 σdemaf'αmのクワ葉病斑部における毒素の生産
σdθmaf々mの感染因子 として、炭疽病病斑部での毒素の生産性について検討
した。病斑部からアセ トン抽出によって得 られた粗抽出液 を健全 クワ葉に有傷滴下
したところ、壊死斑が形成 された(Fig,6)。この抽出液は、クワ以外の様々な植
物葉にも壊死斑 を形成 したが、本菌の宿主範囲 とは一致 しなかったことから宿主特
異的な毒素でないと判断 した。しか し、各 クワ品種葉に対する活性 は品種によって'
異な り、その差異 は本菌の分生子接種 による感受性 と高い相関 を示 したことか ら
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(Fig.7)、本毒素は本菌の病原性の一因子 として機能 していることが示唆 された。
この粗抽出液ゆら、活性成分の単離 ・精製を行い、低分子で特徴的なUV吸 収スペ
ク トル を持つ4種 の蛍光化合物 を得た(Fig,8)。なお、本毒素 は人工培地上 では
生産 されないことか ら、毒素の生合成には、クワ葉の成分が必要 であると考 えられ
た。
第6章 σdema～'αmによるクワ炭疽病の生物的防除
イヒ学薬剤の使用に代替する防除法の開発を目的として、本病の生物的防除法につ
い て検 討 した。
σdθmaf1σmの生 育 お よ び発 病 を抑 制 す る緬 菌RC-2株 を健 全 ク ワ葉 か ら分 離'
㌣た。 本 細 菌 はAPI50CHB同定 キ ッ トに よ りBao'〃α3amγ'o〃qαefao1θηsと同定
した 。本細菌の示す発病抑制能は、菌体そのものにあるのではな く培養上清に含
まれる抗菌成分にあり、本成分はペプ トン含有培地の培養上清で多量に生産 された。
本成分 を σdθma掬mが 感染する前にクワ葉に処理することにより、本病の発生
は顕著に抑制 された(Table3)。さらに、本抗菌成分は、イネいもち病菌等の他
の植物病原糸状菌および植 物病原細菌に対 しても生育 阻害活性 を示 したことか ら
(Table4)、各種植物病原糸状菌 ・細菌に対する生物防除剤 として有望であるこ
とが示唆 された。抗菌成分 を培養上清か ら単離 ・精製 し、構造 を解析 した結果 、環
状ペプチ ドのlturinA誘導体(Fig.9)であった。
総括
本研究により、クワ炭疽病の病原菌 は複数存在 し、その中で、σdθmaf1σmが
通 常桑 園 圃場 で見 られ る本病 の主 た る病原菌 で ある こ とを見 い出 した。 σ
dθmaf'umに対 して感受性 または抵抗性 を示すクワ品種の存在 を明 らかに したが、
これら抵抗性品種の積極的利用は、本病の発生低減 に有効な方法の一つとして期待
される。
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σdema〃umによる炭疽病の発生生態および伝染環は、次のように考 えられた。
秋季に落葉 した罹病葉で本菌は越冬 し、翌春葉上に形成された分生子が、雨滴ある
いは管理機の走行等により、土壌とともに地面に近い健全葉に跳ね上がり、降雨時
あるいは梅雨期に地際部の葉で本病の初発をもたらす。その後は、地際部の罹病葉
上で形成された分生子の飛散により、発病が桑樹内の葉において垂直的に拡大し、
落葉期にわたって蔓延する。こうして生じた罹病葉が落葉 ・越冬し、翌年の伝染源
となる。このことより、本病の防除法の一つとして、罹病葉を含めた落ち葉を集め、
伝搬に重要な役割を持つ分生子を圃場から除去する方法が有効であると指摘 した。
αdema椥mの分生子は、クワ葉表面の水溶性成分および葉の揮発性成分等に
より葉上で発芽が誘導され、その後発芽管先端に付着器 を形成 し、付着器から穿孔
糸を生じて葉内に侵入した。本菌は侵入後、病斑の形成 ・拡大因子 として機能す尋
毒素 を生産することを突 き止めた。さらに形成 された病斑部 では、ビオチン等の葉
中の分生子形成誘導因子により分生子 を再び形成 し、二次的な感染源となることを
明 らかに した。
健全 クワ葉 より分離 したaamγ10〃qσθfao'θη8RC-2株は、抗菌成分lturinA誘
導体 を分泌 した。本成分 を、σdθma加mの 感染前にクワ葉に処理 すると発病 が
抑制 されたことから、炭疽病 の防除に有効な生物的防除法であることを見い出 した。
本抗菌成分は、各種植物病原微生物に対 しても生育抑制効果 を示 したことから、ク
ワおよび他植物の病害に対 する総合防除資材 として利用出来るもの と期待 されて
いる。
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Fig.1.Theratiooflesionformationofanthracnosefungiisolatedfrommulberryleaves.A:Each
mycelia)blockwasplacedatpuncturedsiteontheleavesofmulberrycv.Shin-ichinose.B:Each
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Fig.2.RatioofmulberrycultivarsineachploidyformedeachsizeoflesionontheleavesbyC.
de用af'u用.203diploidand55triploidcultivarswereapp髄edintheexperiment.Diameteroflesion:
□,noIesion;圏,below7mm;区 ヨ,8-15mm;i呂ヨ,16-25mm;■,over26mm.isolateNo.ofO.
dematiumusedasinoculum:a,S8901;b,S9213;c,S9269.
一203一
Table1.Lesionformationonvariousdetachedleavesinoculatedwithmycelia)blocks
ofmulberryanthracnosefungi
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a)IsolateNo.ofG.cingulata:1,S9233;2,S9244.
b)lsolateNo.ofO.dema加m:1,S8901;2,S9269.
c)IsolateNo.ofC.acutatum:1,S9303.
d)Sizeoflesion:十++,large;++,middle;+,small;blank,nolesion;*,Surveywasnotperformed.
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Fig.3.Naturalanthracnosediseaseinashootholdingatdifferentangles(a:ca.90ｰ,b:ca.45ｰ,c:
ca.0ｰ)ofsummer-prunedtrees.Eachsquareofaverticallinerepresentsaleafofashoot.Disease
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Table2.OverwintersurvivalofC.dematiumininfestedleavesinsoilplacedattwolocationsin
December1997
Daysafterburial
Location
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a)50-80piecesofinfectedmulberryleaveswereplacedonPSAplates.
b)Latentlyinfectedleaveswereplacedoutdoorsontheground.
c)Suspensionofinfectedleaveswasspreadonpuncturedmulberryleaves.
d)Diseaseseveritywasclassifiedbasedontheareaoftheanthracnoselesionappearedontheleaves:
+,1-30%;++,31-50.%;+++,over51%.
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Fig.4.Conidialgermination,appressorialformationandgermtubeslengthofC.dematiumon
glassslidesandonmulberryleaves(cv.Shin-ichinose)atdifferentincubationperiods.a)Each
valuerepresentedtheaverageof40-50determinations.Lengthofgermtubes:1,belowthe
lengthofconidia(23-33ｵm);2,1-2timesthelengthofconidia;3,2-3timesthelengthofconidia;
4,0ver3timesthelengthofconidia.D,germinationonglassslides;O,appressoriaonglass
slides;p,germtubesonglassslides;/,germinationonmulberryleaves;ｮ,appressoriaon
mulberryleaves;ｮ,germtubesonmulberryleaves.
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1=ig.5.Effectofwater-solubleandvolatilecompoundsobtainedfrommulberryleavesonconidial
germinationandappressorialformationolO.dθma"σm.■,Germination;囲,Appressorial
formation.A,Distilledwater(Control);B,Water-solublecompounds;C,Volatilecompounds.
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Fig.6.Necroticlesionsonmulberryleaves(cv.Ochii)appeared3daysafterplacingthe
lesionextractatthepuncturedsite(left).Right:acetoneextractfromhealthymulberryleaves
wasplacedoneachleafatpuncturedsite,ascontrol.
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Fig.7.Toxicityo口esionextractandlesionformationbytheinoculationofaconidial
suspenslonofαdema～'αmQnIeavesof由ulberryeachcultlvar.い]Necroticleslonformed
byplacingadropofthelesionextract.[B]Anthracnoselesionformedbytheinoculationofa
conidialsuspension.10ｵloftheextractorconidialsuspensionwasplacedoneachleafat
thepuncturedsite.Mulberrycultivar:1,0chii;2,Chyousa;3,Hikojirou;4,Ryuusenushuu;5,
ICaneko;6,Gunmaakagi;7,Yanagida;8,Yaniatowase.Eachvaluerepresentstheaverage
offourdeterminations.
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CompoundB
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Fig.8.Ultravioletabsorptionspectrumoftoxiccompoundsfromdiseasedmulberryleaves
associatedwithC.dematium.ThespectraweredetectedwithphotodiodearraydetectoronHPLC
separation.Solvents=compoundA,H20=MeOH=AcO卜1(49:50:1);compoundBandC,
H20:Acetonitoril(52:48);compoundD',H20:Acetonitoril(60:40).
Table3.Inhibitionofanthracnosediseaseonmulberryleavesbypre-orpost-treatmentofculture
filtrateofB,amyloliquefaciensRC-2
a)Dateoffiltratecoating
Lesionformation
Deatchedleaves Attachedleaves
11daysbeforeinoculation
3daysbeforeinoculation
2daysbeforeinoculation
ldaybeforeinoculation
Samedaywithinoculation
ldayafterinoculation
_b)
十十十 十 十十 十十 十 十十 十 十
C。ntrol・) 十十十 十十十 十十十 十十
?
? 十 十十 十十
a)Culturefiltratewascoatedonmulberryleaves,andC.dematiumwasinoculatedbysprayinga
conidialsuspension.
b)Diameterofanthracnoselesion:一,nolesion;+,b-8mm;++,9-12mm;+++,over13mm.
c)Conidialsuspensionwasinoculatedonthenoncoatedleaves.
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Table4.AntimicrobialactivityofculturefiltrateofB.amyloliquefaciensRC-2
Dilutionrateofculturefiltratea)
Microorganisms
1 2 4 Controlb)
Bacteria
ハ9励aoホe加m如mθ 拍01eηε.
Clavibactermichiganensissubsp.michiganensis
∠三ノWl1η`aoa1て)'oレリrasubsp.oa煮OfOレro/a
Pse〃domoηasOん'0ん0ノザ
Pseudomonasmarginalispv.marginalia
Pseudomonassyringaepv.mori
Pseudomonastolaasii
PSθμdoη70ηヨ5wo∬d〃伯 レa
焔 η酌omoηasoamρe3'〃5pv.oamρθs'〃s
Fungi
Bipolarisleersiae
Cvlletotrichumacutatum
Colletotrlchumdematlum
αaρ0肋eηom召 ハa'
Fusariumlateritiumf.sp.mori
Glomerellacingulata
ル1γπ肋 θσαmκ)耐 σm
砂 〃0〃'a〃aoノ〕鷹aθ
Rosellinianecatrix
Sclerotiniasclerofiorum
c)24
13
,17
5
9
11
5
12
23
_d)
4
?
?
?
?
?
?
?
?
「
?
??
10
?
?
?
??
?
?
16
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
??
21
so
30
18
32
25
25
15
18
20
>90
a)Sterilizedculturefiltrate(20ｵ1)wasplacedoneachbacterialmixedplateormycelia)
blocktransferredonaPSAplate.Filtratewasdiluted2-foldwithsterilizeddistilledwater.
b)Sterilizeddistilledwater(20ｵ1)wasapplied.
c)Diameter(mm)ofinhibitionzone:一,notinhibited.Activitywasdeterminedldayafter
placingfiltrate.
d)Diameter(mm)ofmycelia)growth:一,nogrowth.Activitywasdetermined3daysafter
placingfiltrate.
R一(CH2)aCHCHaCO
i
NH
Lレslr
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Q-Asn
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D-Asn
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R:IturinA2,
A3,
A4,
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A6,
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CH3CH2CH一
ロ
CH3
(CH3>2CHCH2-
CH3CH2CH2CH2剛
(CH3)2CHCH2CH2-
CH3CH2CH2CH2CH2凹
Fig.9.ChemicalstructUre.oflturinA2・A7producedbyB.a卿'o〃qりe勉o'eηsRC・2.lturinAisa
mixtureofhomologouscyclicpeptidecomposedof8aminoacids,andisseparatedinto8
compounds(A1-A8)basedoneachstructureoff3-aminoacidinthecyclicpeptide.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
近年,ク ワの密植栽培 ・機械収穫等の栽培体系の普及に伴い,病害の発生 も増加 している。 クワ炭疽
病は,近 年増加 してきた病害の一つであ り,葉に褐色～灰 白色の病斑を引き起こす葉枯性の病害で,激
しい場合には株全体の葉が発病 して葉がほとんど収穫できな くなる例 も見られる。 しか しながら,本病
の生理 ・生態および防除法等に関する報告は若干の記載があるだけで,不 明な点が多い。本論文では,
本病の効果的な防除法の確立を目的として,本病の主たる病原菌の同定,発生生態および毒素生産を含
めた感染機構を解明 し,さらに拮抗微生物を用いた生物的防除怯 について検討 した。
クワ炭疽病菌の種名を明らかにするために,罹病クワ葉から数種の炭疽病菌を分離 ・同定 し,分離菌
の病原性を調べ,本病の主たる病原菌がCoZ薦0薦C勧配de那α伽 瓶であることを明らかにした。さらに,
本病原菌に対する感受性および抵抗性品種 を選抜 し,「群馬赤木」 「大和早生」等の抵抗性品種の利用
により,本病の発生を低減できることを指摘 した。
α{1εmα加 加の発生生態の解明についての研究では,本病は,梅雨期に初発 し,その後秋期 にかけて
発病が垂直的に拡大 していくことを突 き止めた。また,発病の拡大は,葉位別の本菌に対する感受性の
差よりも,む しろ土壌表面からの距離によって支配されていることを明らかにした。本菌の冬期間の生
存形態について検討 した結果,感染罹病葉中では長期間生存できることを突き止め,本菌が感染葉等の
罹病残渣で主に越冬 し,第一次伝染源 となることを明らかにした。さらに,これら罹病残渣を圃場から
除去することが,発 病抑止に有効であることを指摘 した。
本菌の感染因子の解明についての研究では,本菌は,感染葉中において毒素を生産していることを明
らかにした。本毒素は,宿主非特異的毒素であるが,,クワ葉においては,病斑形成 ・拡大因子として本
菌の病原性に関与 していることを突き止めた。さらに,これら毒素は,4種 の低分子化合物であ り,毒
素の生合成にはクワ葉の成分が必要であることを明 らかにした。
本病の新たな防除法,す なわち,生物的防除法の開発では,本病の発生を顕著に抑制する細菌RC-2
株を健全 クワ葉から分離 し,本細菌株 をBαc`伽sα7πッZo勿ωelbc`eηsと同定 した。RC-2株は,抗菌成分
を分泌することにより,本病に対する発病抑制活性を示すことを明らかにし,本抗菌成分が環状ペプチ
ドの1七urinA誘導体であることを突 き止めた。さらに,IturinA誘導体は,幅広い抗菌スペクトルを有
していることを見い出し,本菌以外の各種植物病原糸状菌および細菌に対する生物防除剤 として有望で
あると指摘 した。
以上のように,本研究は,ク ワ炭疽病の発生生態,感 染機構 を明らかにし,その有効な耕種的防除法
を見い出す とともに,新たな生物的防除法を開発 した。よって,審査員一同は,本論文は博士(農学)の
学位を授与するに値すると判定 した。
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